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Epilepsy  is one of  the most  common neurological disorders. The pathophysiology of 
epilepsy  is not  fully  elucidated. One of  the processes  that might be  involved  in  the 
pathophysiology  of  epilepsy  is  inflammation.  In  this  thesis  we  aimed  to  further 
elucidate the role of inflammation in epilepsy and in a specific epilepsy treatment, i.e. 
vagus nerve stimulation (VNS). 
Inflammation 
In  chapter  2  we  have  provided  an  overview  of  all  clinical  studies  that  evaluated 
cytokine  levels  in epilepsy  syndromes without a prototypical  inflammatory aetiology 
such  as  temporal  lobe  epilepsy  (TLE).  Levels  of  interleukin  (IL)‐6 were  increased  in 
epilepsy patients, regardless of the kind of tissue that was analyzed. IL‐1β levels were 
only increased in brain specimens, but not in cerebrospinal fluid or blood. Analyses of 
tumor necrosis factor alpha were inconclusive. It appears that these cytokine changes 
do  not  merely  result  from  seizure  activity,  but  that  they  are  also  related  to  the 
underlying pathology. 
Therefore we evaluated whether hippocampal  sclerosis, which  is  the most  common 
pathology  associated  with  TLE,  was  associated  with  cytokine  changes  (chapter  3). 
Using a multiplex analysis we compared  the  levels of a broad array of cytokines and 
two cytokine receptors between TLE patients with and without hippocampal sclerosis 
and between sclerotic hippocampus and normal cortex. We did not detect an increase 
in pro‐inflammatory cytokines  in specimens from patients with hippocampal sclerosis 
compared to histological normal cortex and histological normal hippocampus.  
Similarly, we  did  not  find  a  pro‐inflammatory  response  in  a  non‐neurodegenerative 
epilepsy  model,  the  amygdala  kindling  model  (chapter  4).  We  did  not  observe 
increased microglial activation  in amygdala‐kindled  rats  compared  to  sham  controls. 
Moreover, cytokine  levels were not altered after amygdala kindling. Phosphorylation 
of  the  NR2B  subunit  of  the  N‐methyl‐D‐aspartate  receptor  (NMDAR),  which  is  a 
downstream effect of cytokine signalling, was not altered either. These  results  imply 
that  inflammation  is  not  present  in  this model  in which  gross  neuronal  cell  loss  is 
absent. Apparently,  inflammation  is not a prerequisite for the epilepsy‐prone state  in 
this particular model. 
Finally  in  chapter  5,  we  evaluated  NMDAR  phosphorylation  in  a  second  epilepsy 
model,  the  self‐sustained  limbic  status  epilepticus model,  in which  animals  develop 
spontaneous seizures after the induction of status epilepticus. Phosphorylation of the 
NR2B  subunit of  the NMDAR  increased 2 hours after  the onset of  status epilepticus 
and after the occurrence of a spontaneous seizure. On the contrary, phosphorylation 
levels  decreased  18‐24  hours  after  status  epilepticus  or  a  spontaneous  seizure  and 
during the  intermediate epileptogenic phase. Moreover, we demonstrated that there 
is  an  increased  extra‐synaptic  expression  of  the  NMDAR  during  the  epileptogenic 
phase. This altered  localization  is of  importance, because  the membrane  localization 
158 
critically influences NMDAR functioning. Pharmacological blockade of NR2B‐containing 
NMDARs by  ifenprodil during  epileptogenesis  significantly  reduced hippocampal  cell 
loss,  showing  that NR2B‐containing NMDARs  contribute  to  excitotoxicity.  Therefore, 
targeting  of  misplaced  NR2B‐containing  NMDARs  might  aid  neuroprotection  and 
reduction of hyperexcitability arising after various brain injuries. 
Vagus nerve stimulation 
Vagus  nerve  stimulation  is  an  adjunctive  treatment  for  patients  suffering  from 
refractory epilepsy. Although the efficacy of vagus nerve stimulation has been proven 
in  adults,  no  randomized  controlled  studies  have  been  performed  in  children. 
Therefore, we conducted the first randomized controlled trial evaluating the effects of 
vagus nerve stimulation in children with refractory epilepsy, as described in chapter 6 
and chapter 7.  
Using  a  double  blind  active  controlled  design, we  demonstrated  that  the  effects  of 
vagus  nerve  stimulation  on  seizure  frequency  and  seizure  severity  were  not 
significantly different between patients that received high output (active) stimulation 
or low output (control) stimulation (chapter 6). Nonetheless, the majority of parents or 
guardians reported an improvement in well‐being. 
In addition to the above described outcome parameters, we also evaluated the effects 
of  vagus  nerve  stimulation  on  plasma  cytokine  levels,  while  the  anti‐inflammatory 
actions of the vagus nerve might explain part of the beneficial effects of VNS (chapter 
7). We demonstrated that VNS did not significantly alter interictal levels of IL‐1β, IL‐6, 
or  IL‐10. However,  lower  baseline  plasma  levels  of  IL‐6 were  associated with more 
seizure frequency reduction. Therefore, in the future patient selection may be aided by 
determination of the cytokine profile of the patient.  
Finally  in  chapter 8 we provided a  critical appraisal of  the  studies on VNS  in animal 
models  for  seizures and epilepsy. The mechanism of VNS  is  still not  fully elucidated 
despite  the  large  number  of  studies  that have  been  conducted.  Further  research  is 
therefore  warranted.  These  future  studies  should  apply  chronic  VNS  in  a  chronic 
animal model for epilepsy. 
Conclusions 
Inflammatory changes have been demonstrated both in animal models and in epilepsy 
patients,  but  a  pro‐inflammatory  response  is  not  necessarily  present  in  the  chronic 
epileptic state. Changes  in the  localization of the NR2B subunit do appear to play an 
important role in epileptogenesis and might represent a novel target for new epilepsy 
treatments.  Treatment  of  children  with  VNS  does  not  alter  cytokine  levels,  but 
cytokine profiles might be used to predict clinical response to VNS.  
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Epilepsie 
Epilepsie  is  een  verzamelnaam  voor  verschillende  ziektebeelden  waarbij  spontaan 
epileptische aanvallen optreden. Deze aanvallen kunnen zich op vele manieren uiten, 
bijvoorbeeld  als  ongecontroleerde  herhaaldelijke  bewegingen  maar  ook  als  een 
verstoring  van  het  gevoel,  bewustzijn  en  emoties.  De  aanvallen  zijn  vaak  onvoor‐
spelbaar en kunnen daarom verwondingen en veel stress voor de patiënt veroorzaken. 
Maar het hebben van epilepsie betekent meer dan alleen het hebben van aanvallen. 
Patiënten hebben bijvoorbeeld  vaak  cognitieve en psychische problemen. Daarnaast 
hebben  medicijnen  voor  epilepsie  veel  bijwerkingen.  Epilepsie  kan  dus  leiden  tot 
allerlei beperkingen in het werk en het dagelijks leven van de patiënt.  
Het is onduidelijk hoe epilepsie precies ontstaat. Een beter begrip van de processen die 
leiden tot epilepsie kan bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe behandelingen van 
epilepsie en in de toekomst mogelijk aan het voorkomen van epilepsie. 
In de laatste jaren zijn er steeds meer aanwijzingen dat  mogelijk een ontsteking in de 
hersenen  betrokken  is  bij  het  ontstaan  en  voortbestaan  van  epileptische  aanvallen. 
Het doel van dit proefschrift  is dan ook om verschillende aspecten van ontsteking  in 
epilepsie nader  te bestuderen. Allereerst hebben we een samenvatting gemaakt van 
de studies waarin tekenen van een ontsteking bij epilepsie patiënten zijn onderzocht 
(hoofdstuk 2). In hoofdstuk 3 en hoofdstuk 4 beschrijven we twee studies waarin we 
ontstekingsprocessen  bij  patiënten  en  in  een  diermodel  voor  epilepsie  hebben 
bestudeerd. In hoofdstuk 5 hebben we één van de processen die gerelateerd zijn aan 
ontsteking  bestudeerd  in  een  ander  diermodel  voor  epilepsie.  Verder  hebben  we 
gekeken  naar  een  operatieve  behandeling  voor  epilepsie  genaamd  nervus  vagus 
stimulatie  (NVS)  zoals  beschreven  in  hoofdstuk  6  en  hoofdstuk  7,  omdat  deze 
behandeling mogelijk  invloed heeft op ontsteking. Tot slot hebben we een overzicht 
gemaakt  van  alle  studies  die  diermodellen  voor  deze  therapie  beschreven  hebben 
(hoofdstuk 8).   
Ontsteking in epilepsie 
Een ontsteking  is een  reactie van het  lichaam op  schade aan weefsels. Tekenen van 
ontsteking  zijn  onder  andere  pijn,  zwelling,  roodheid  en  warmte.  Tijdens  een 
ontstekingsreactie  scheiden  immuuncellen  signaalstoffen  uit,  cytokines,  die  zorgen 
voor de  communicatie  tussen  verschillende  cellen. Een ontsteking  is  in principe een 
beschermingsreactie  van  het  lichaam  die  bedoeld  is  om  schade  te  beperken  en  te 
herstellen. Echter, soms kan deze reactie uit de hand lopen en juist voor extra schade 
zorgen. Mogelijk  is er ook bij epilepsie sprake van een overmatige ontstekingsreactie, 
die kan bijdragen aan het ontstaan van de aanvallen. 
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Ontsteking bij epilepsie patiënten 
In  verschillende  studies  zijn  verhoogde  concentraties  van  cytokines  aangetoond  in 
bloed,  hersenvloeistof  en  hersenen  van  patiënten.  Echter,  veel  van  deze  studies 
hebben slechts naar één cytokine gekeken, terwijl juist de combinatie van cytokines de 
uitkomst  van  de  ontstekingsreactie  bepaalt.  Daarnaast  is  niet  duidelijk  of  de 
aangetoonde  veranderingen  het  gevolg  zijn  van  de  epilepsie  of  van  de  structurele 
veranderingen  in  de  hersenen  die  optreden  bij  epilepsie.  Daarom  hebben  we 
gelijktijdig  meerdere  cytokines  bepaald  in  hersenweefsel  van  patiënten  die 
hersenchirurgie hebben ondergaan  ter behandeling van epilepsie. Hierbij hebben wij 
patiënten met en zonder deze structurele veranderingen vergeleken. In beide groepen 
patiënten was de concentratie cytokines even hoog. Dit suggereert dat de structurele 
veranderingen in de hersenen van epilepsie patiënten geen ontsteking veroorzaken. 
Ontsteking in diermodellen voor epilepsie  
Omdat hersenweefsel  alleen beschikbaar  is  van patiënten die  in  aanmerking  komen 
voor epilepsiechirurgie, en niet van andere patiënten, hebben we ook gekeken naar 
ontstekingsprocessen  in  diermodellen  voor  epilepsie.  Dit was  al  in  eerdere  studies 
gedaan, maar  deze  studies maakten  voornamelijk  gebruik  van  diermodellen waarin 
veel hersenschade optreedt. In die modellen is het daarom lastig vast te stellen of de 
ontsteking het gevolg is van de epilepsie of slechts van de schade die door het model 
veroorzaakt wordt. 
We  hebben  daarom  een  diermodel  voor  epilepsie  gebruikt  waarin  weinig  schade 
optreedt  om  zo  te  kunnen  bepalen  of  er  sprake  is  van  ontsteking  in  epilepsie. 
Allereerst  hebben we  gekeken  naar  verschillende  steuncellen  in  de  hersenen. Deze 
steuncellen  vormen  samen  met  de  zenuwcellen  de  belangrijkste  cellen  van  de 
hersenen.  Wanneer  er  sprake  is  van  ontsteking,  veranderen  de  steuncellen  van 
structuur en vorm. Er bleek slechts een klein verschil te zijn tussen de ratten met en 
zonder epileptische aanvallen. Daarnaast hebben we verschillende cytokines bepaald. 
Ook  deze  waren  niet  verschillend  tussen  de  ratten  met  en  zonder  aanvallen. 
Concluderend kunnen we stellen dat in een diermodel voor epilepsie dat gepaard gaat 
met weinig zenuwcelschade, ook geen ontsteking optreedt. 
Receptor veranderingen 
Cytokines zouden op verschillende manieren kunnen bijdragen aan het ontstaan van 
aanvallen.  Een  van  deze manieren  is  door  de  communicatie  tussen  zenuwcellen  te 
beïnvloeden. Zenuwcellen communiceren met elkaar door signaalstoffen af te geven. 
Deze  signaalstoffen  passeren  de  ruimte  tussen  twee  zenuwcellen,  de  synaps,  en 
binden  vervolgens  aan  een  specifieke  receptor.  Een  receptor  is  een  eiwit  op  het 
uiteinde  van  een  zenuwcel  waaraan  signaalstoffen  kunnen  binden,  waardoor 
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verschillende  vervolgprocessen  in  gang  kunnen  worden  gezet.  Een  van  de  meest 
belangrijke  receptoren  bij  epilepsie  is  de  zogenoemde  NMDA‐receptor.  Cytokines 
kunnen  bijdragen  aan  het  ontstaan  van  aanvallen  door  de werking  van  de  NMDA‐
receptor  te  verhogen,  waardoor  zenuwcellen  makkelijker  gestimuleerd  kunnen 
worden. Deze  verandering  van de NMDA‐receptor  trad  echter niet op  in het  eerste 
diermodel  dat  we  gebruikt  hebben,  mogelijk  omdat  we  in  dit  model  ook  geen 
verandering in cytokines vonden.  
Ook de plaats van de receptor op de zenuwcel is van belang. NMDA‐receptoren dicht 
bij de  synaps  zorgen  voor overleving  van  zenuwcellen,  terwijl NMDA‐receptoren die 
verder van de synaps liggen zorgen voor celdood (zie figuur 1). Bovendien kunnen deze 
laatste  groep  receptoren  de  activatie  van  een  zenuwcel  vergemakkelijken.  Zowel 
overactivatie van zenuwcellen als celdood zijn belangrijke processen  in epilepsie. Een 
toename van receptoren die verder weg van de synaps geplaatst zijn, zou dus kunnen 
bijdragen aan het ontstaan van epilepsie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figuur 11.1  Zenuwcellen  communiceren  met  elkaar  via  signaalstoffen.  Deze  signaalstoffen  binden  aan 
receptoren, waarna vervolgprocessen in gang treden. Wanneer de receptor dichtbij de synaps 
ligt, leidt binding van de signaalstoffen tot overleving van cellen. Wanneer de receptor verder 
van de synaps verwijderd is, leidt binding van de signaalstoffen juist tot celdood. 
 
 
Daarom hebben we de  lokalisatie van de NMDA‐receptor onderzocht  in een  tweede 
diermodel voor epilepsie: we hebben gekeken of de receptor dichtbij of juist ver weg 
van de synaps gelokaliseerd  is. Met verschillende technieken hebben we aangetoond 
dat de lokalisatie van de receptor verandert in de periode dat epilepsie ontstaat: er zijn 
meer  NMDA‐receptoren  die  ver  van  de  synaps  gelokaliseerd  zijn.  Met  andere 
woorden:  tijdens  het  ontstaan  van  epilepsie  zijn  er meer  receptoren  die  leiden  tot 
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celdood.  Deze  celdood  vermindert,  wanneer  je  deze  receptor  met  een  bepaald 
medicijn  blokkeert. Deze  veranderde  lokalisatie  vormt  dus  een mogelijke  verklaring 
voor  celdood  in  epilepsie.  Mogelijk  kunnen  in  de  toekomst  specifieke  therapieën 
ontwikkeld  worden  die  ingrijpen  op  de  processen  die  leiden  tot  een  veranderde 
receptor lokalisatie. 
Nervus vagus stimulatie 
Ongeveer  een  derde  van  de  epilepsie  patiënten  reageert  niet  goed  op  de  huidige 
medicamenteuze  behandeling  of  moet  met  deze  behandeling  stoppen  vanwege 
ernstige  bijwerkingen.  Een  alternatieve  behandeling  voor  deze  patiënten  is 
hersenchirurgie. Deze  ingreep heeft  vaak  goede  resultaten, maar helaas  komt maar 
een  zeer  klein  deel  van  de  patiënten  hiervoor  in  aanmerking.  Voor  de  overige 
patiënten kan NVS een geschikte behandelingsoptie zijn.  
Bij NVS wordt tijdens een kortdurende operatie een elektrode rondom de nervus vagus 
geplaatst  (figuur 2). De nervus  vagus  is een grote  zenuw die  in de nek  loopt en die 
zorgt voor  informatieoverdracht  tussen de hersenen en verschillende organen. Deze 
elektrode wordt verbonden met een pulsgenerator die geplaatst wordt in de borst van 
de  patiënt.  Deze  pulsgenerator  is  een  apparaat  dat  met  tussenpauzes  elektrische 
pulsen afgeeft aan de nervus vagus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figuur 11.2  Links:  de  elektrode  die  rondom  de  nervus  vagus  (weergegeven  door  de  gele  draad) wordt 
geplaatst. Rechts: de pulsgenerator die in de borst van de patiënt wordt geïmplanteerd. 
 
Deze behandeling  kan  zowel het  aantal  als de  ernst  van de  aanvallen  verminderen. 
Daarnaast  kan NVS  een  positief  effect  hebben  op  ondermeer  gedrag,  stemming  en 
kwaliteit  van  leven. Helaas werkt NVS  slechts bij  een deel  van de patiënten. Op dit 
moment  is het niet mogelijk om van te voren te voorspellen welke patiënten gunstig 
zullen  reageren  op  NVS.  Gerelateerd  hieraan  is  het  feit  dat  tot  nu  toe  het 
werkingsmechanisme van NVS nog grotendeels onbekend  is. Bovendien zijn er tot nu 
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toe nog  geen  studies bij  kinderen  verricht waarbij het  effect  vergeleken  is met  een 
controle behandeling.  
Daarom  hebben  wij  het  effect  van  NVS  bij  kinderen  geëvalueerd.  In  deze  studie 
werden 41 kinderen met therapie resistente epilepsie geïmplanteerd met een nervus 
vagus stimulator.  In het eerst deel van de studie kreeg de helft van de kinderen NVS 
waarbij  de  zenuw  met  dezelfde  hoeveelheid  stroom  werd  gestimuleerd  als  de 
hoeveelheid  die  normaal  voor  de  behandeling  gebruikt  wordt.  De  andere  helft 
onderging  een  controle  behandeling  waarbij  ze  een  verwaarloosbare  hoeveelheid 
stroom  kregen.  Aan  het  einde  van  de  studie  kregen  beide  groepen  kinderen  de 
gebruikelijke hoeveelheid stroom. Uit onze resultaten blijkt dat het effect van NVS niet 
verschilde  tussen  de  kinderen  die  NVS  kregen  en  de  kinderen  die  de  controle 
behandeling  kregen:  zowel  het  aantal  als  de  ernst  van  de  aanvallen  was  gelijk. 
Wanneer de begin periode voor de operatie werd vergeleken met het einde van de 
studie wanneer alle kinderen NVS kregen, bleek dat zowel het aantal als de ernst van 
de aanvallen verbeterde.  
Naast  aanvalsernst  en  aanvalsfrequentie,  is  ook  een  derde  uitkomst  van  NVS 
geëvalueerd, namelijk het effect van NVS op cytokines. Normaal gesproken controleert 
de nervus vagus   de omvang van een ontstekingsreactie. Mogelijk speelt deze functie 
ook  een  rol  bij  het  werkingsmechanisme  van  NVS:  NVS  remt  mogelijk  de 
ontstekingsprocessen  die  bij  epilepsie  optreden.  In  de  hierboven  beschreven  studie 
hebben  we  daarom  naar  ontsteking  gekeken  door  op  verschillende  momenten 
cytokine concentraties in het bloed van de kinderen te bepalen. Er was geen effect van 
NVS op de cytokine concentraties. Dit zou kunnen komen doordat de verandering  in 
cytokines te klein  is om  in het bloed waar te nemen. Daarnaast hebben we alleen de 
lange termijn effecten bekeken en kan dus niet worden uitgesloten dat NVS wel acute 
veranderingen in cytokine concentraties kan veroorzaken. Wel konden we op basis van 
de  begin  concentratie  van  een  van  de  cytokines  voorspellen  of  NVS  het  aantal 
aanvallen  zou  verminderen.  Met  andere  woorden,  op  basis  van  de  cytokine 
concentratie kon worden voorspeld of patiënten wel of niet op de behandeling met 
NVS reageerden.  In de  toekomst kan dit mogelijk gebruikt worden als hulpmiddel bij 
de selectie van patiënten die voor NVS in aanmerking komen. Voor het zo ver is, moet 
deze bevinding eerst bevestigd en verder geanalyseerd worden in andere studies. 
Conclusie 
In  dit  proefschrift  hebben  we  aangetoond  dat  er  bij  bepaalde  patiënten  en 
diermodellen geen sprake  is van ontsteking. De  lokalisatie van een bepaalde receptor 
speelt een belangrijke rol bij het ontstaan van aanvallen en  is daarmee mogelijk een 
interessant doel voor toekomstige therapieën. Tot slot blijkt dat cytokines niet direct 
beïnvloed worden door NVS, maar dat bepaalde cytokines wel kunnen bijdragen aan 
het voorspellen van het effect van NVS.  
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